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RESUM O: Os nematoides das galhas (NG), Meloidogyne spp. causam um grande impacto econdmico na produgéo de
café no Brasil. Embora, Coffea canephora seja fonte de resisténcia a Meloidogyne spp., ndo existem estudos
histologicos que comparem mecanismos de resisténcia de cafeeiros: suscetivel e resistente. Dois clones de cafeeiros
Conilon, 14 e 22, foram selecionados previamente, como resistente e suscetivel a M. incognita e M. paranaensis. A
reacdo dos diferentes clones foi semelhante para as duas espécies de nematdides estudadas. O clone 14 apresentou
reagdo de hipersensibilidade (RH) a partir do 4° ao 6° dias apds a inoculagdo (DAI), na regido do cortex da raiz, o que
provocou morte celular, impedindo o nematoide de se desenvolver. Ao 12° DAI, ocorreu a formagéo de poucas células
gigantes na regido do cilindro vascular, ao lado de J3/J4 se desenvolvendo normalmente. A partir do 20° ao 45°DAI foi
observada RH, com morte celular ao redor de fémeas e células gigantes, estando essas completamente degeneradas.
Nesse periodo, algumas fémeas que conseguiram se desenvolver apresentaram formacgdo de primordios dos ovarios e
ndo se observou a producgdo de ovos. Ja nos clones suscetiveis, 22 e Catuai IAC 81, células gigantes bem formadas e
fémeas adultas apareceram do 38° a0 45° DAI, com produgio de ovos. Algumas plantas inoculadas foram mantidas até
0 300 DAI para quantificar novamente os Fatores de Reprodugio (FR). Esses resultados servirdo de base para estudos
posteriores de expressdo génica para examinar profundamente a resisténcia ao NG a nivel molecular.

PALAVRAS-CHAVE: nematoéides, cilindro vascular, nivel molecular.

MULTIRESISTANT REACTION AND HYPERSENSITIVE RESPONSE OF “CONILON
14" COFFEE TO MELOIDOGYNE SPP.

ABSTRACT: Root-knot nematodes (RKN), Meloidogyne spp. cause major economic impact on coffee production in
Brazil. Although Coffea canephora is a source of resistant genes to Meloidogyne spp., there are no histological studies
comparing mechanisms of resistance of susceptible and resistant coffee plants. Two clones of Robusta coffee, 14 and
22, were selected, previously, as respectively resistant and susceptible to M. incognita and M. paranaensis. Roots of
both clones plus C. arabica (Catuai IAC 81, a susceptible standard pattern were fixed according to methods of Byrd
(1983) and Pegard et al. (2005). The reaction of different clones to the two nematode species studied was similar. Clone
14 showed hypersensitivity reaction (HR) between the 4th and 6th days after inoculation (DAI) in the root cortex,
leading to cell death, which prevented the nematode development. At 12 DAI, small number of giant cells formed in the
vascular cylinder besides normally developing J3/J4. From the 20th to 45th DAI, HR was observed along with dead
cells around females and completely degenerated giant cells. During this period, some fully-grown females even
developed early stages of ovaries, although they did not produce eggs. In the susceptible clones, 22 and Catuai IAC 81,
well-formed giant cells and adult females appeared between the 38th and 45th DAI, also with egg production.
Inoculated plants were maintained until 300 DAI to quantify again the Reproduction Factor (RF). These results will
provide bases for further gene expression studies, which will profoundly examine resistance to RKN at the molecular
level.
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INTRODUCAO

Os nematdides das galhas (NG), Meloidogyne spp., tornaram-se uma grande problema em vérias areas de cultivo de
café em todo o mundo. Até agora, 17 espécies foram descritas como patogenos cafeeiro (Carneiro & Cofcewicz, 2009).
Dentre essas espécies, as mais prejudiciais sdo M. exigua, M. incognita e M. paranaensis, que constituiem um problema
fitossanitario grave devido a sua ampla distribuicdo na América do Sul e Central (Campos & Villain, 2005). A
resisténcia genética a M. exigua foi avaliada utilizando-se os bancos de germoplasma do cafeeiro de varios paises
(Brasil, Colémbia e América Central). Entretanto, ndo foram encontrados em C. arabica (Caturra, Catuai, Mundo
Novo, entre outros), acessos resistentes(Curi et al, 1970, Fazuoli & Lordello, 1978;. Arango et al. , 1982; Bertrand et al,
1995). Por outro lado, varios acessos resistentes foram identificadas em C. canephora e em algumas progénies de
hibridos interespecificos de C. arabica e C. canephora (Curi et al, 1970, Bertrand et al, 1995, 1997, Gongalves &.
Pereira, 1998; Silvarolla et al, 1998;. Anthony et al, 2003). Os porta-enxertos multirresistentes 'Nemaya' (cruzamento
entre os clones de C. canephora T3561 T 3751) e Apoata IAC 2258 (C. canephora cv. 2.258 da colegdo de
germoplasma CATIE, Turrialba, Costa Rica) foram criados para controlar os principais problemas associados aos NGs
na América Central e no Brasil (Anzueto et al, 2001; Fazuoli et al, 2002). No entanto, o porta-enxerto Apoatd mostrou
intolerancia a seca, em condigdes de campo (Wallace Gongalves, informar. pess.). Estudos realizados com cafeeiros
grupo Conilon concluiram que existem fontes de resisténcia genética em varias variedades a M. paranaensis, a M.
exigua virulento e avirulento e a popula¢des de M. incognita (raga 1 e raga 3) e que o clone 14 (tolarente a seca) foi
altamente resistente a todas as espécies e populagdes de Meloidogyne do cafeeiro testadas (Carneiro et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi confirmar a resisténcia do cafeeiro 'Conilon 14°, tolerante a seca, em relagdo as
principais espécies de Meloidogyne, e estudar os mecanismos de resisténcia que estdo operando nesse cafeeiro para
controlar a infecgdo causada por M. incognita e M. paranaensis.

MATERIAL E METODOS

Dois clones de cafeeiros Conilon, 14 e 22, o primeiro tolerante a seca e o segundo ndo, foram previamente selecionados
como resistente e suscetivel a M. incognita e M. paranaensis, respectivamente. Essas plantas foram cultivadas em vasos
contendo areia e inoculadas com 10.000 J2, obtidos através do método de Flegg, (1967). As raizes desses dois clones e
mais o padrdo de suscetibilidade de C. arabica (Catuai IAC 81) foram tratadas pelos métodos de Byrd (1983) e Pegard
et al. (2005), aos 4, 8, 12,16, 20, 25, 32, 38 ¢ 45 dias ap6s a inoculagdo (DAI). Os cortes foram observados ao
Microscopio de luz (Axiophot), para andlise e fotodocumentacdo. As plantas ndo usadas na histopatologia foram
avaliadas para corroborar os resultados prévios de resisténcia/suscetibilidade apds 300 DAIL. Os cafeeiros foram
avaliados quanto ao nimero total de ovos por sistema radicular (Bonneti& Ferraz (1987) e calculados os fatores de
reproducdo (FR) (FR=Populag¢ao final/populacdo inicial), de acordo com a metodologia descrita por Bonneti& Ferraz
(1987).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A reagdo dos trés diferentes clones foi semelhante para as duas espécies de nematdides estudadas, ou seja, M.
paranaensis ou M. incognita (Tabela 1). Nos clones suscetiveis, 22 e Catuai IAC 81aos 4 DAI (dias apos a inoculagio),
J2s em migragdo apareceram tanto na regido cortical (co) como no cilindro vascular (cv) (Fig. 1 A,B). Dos 8-32 DAI,
apareceram J2/J3 ou J4 ao lado de células gigantes em formagédo (Fig.1 C-E). Dos 38-45 DAI células gigantes bem
formadas (Fig. 1 F), aparecem ao lado de fémeas adultas com producdo de ovos. A reagdo compativel de ambos (clone
22 ¢ IAC 81) foi semelhante. O clone 14 resistente apresentou reagdo de hipersensibilidade (RH) a partir do 4° ao 8°
DAI na regido do cortex da raiz, o que provocou morte celular, impedindo alguns nematoide de se desenvolver (Fig.2
A, B). Aos 8 DAI, ocorreu a formagdo de células gigantes na regido do cilindro vascular ao lado de J3/J4 se
desenvolvendo normalmente (Fig. 2 C). A partir do 12 DAI algumas células gigantes apareceram muito vacuolizadas
com poucos nucleos (Fig. 2 D), dando a idéia de uma desestruturacao celular. Do 20°ao 45°DAI foi observada RH
muito forte com morte celular ao redor de fémeas e células gigantes e essas completamente degeneradas (Fig. 2E-H).
Nesse periodo, algumas fémeas que conseguiram se desenvolver apresentaram formacdo de primérdios dos ovarios
(Fig. 2G) e ndo se observou a produgdo de ovos. Tanto no mecanismo inicial como no final ocorreu a producdo de
compostos fenodlicos (Fig. 2), que podem ser observados sobuetudo em UV (Fig. 2 B-F), através da coloragdo azul
acinzentada. Resultados semelhantes foram observados em C. arabica (Iapar-59) por Anthony et al. (2005) que
visualizaram ao microscopio de luz, areas com degradacdo do citoplasma fortemente coradas com fuccina acida no
primeiros dias (4-6 DAI) nas raizes infectadas com M. exigua. Foram observadas também poucas células gigantes com
citoplasma alterado, altamente vacuolizadas, com paredes celulares finas e irregulares ao lado de nematoides pouco
desenvolvidos até o 14 DAI Albuquerque et al. (2010), observaram reacdo semelhante nos primeiros dias em café
moderadamente resistente UFV 408-28 infectado com M. incognita porém, ndo houve desenvolvimento do nematoide
até os estdgios mais avancados. A presenca tardia de RH circundando os nematoides e células gigantes nunca havia sido
observada no patossistema cafeeiro-nematoide e trata-se de um novo mecanismo de resisténcia.



VIII Simpdsio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
25 a 28 de novembro de 2013, Salvador - BA

CONCLUSOES

1. O Clone 14 do cafeeiro Conilon apresentou resisténcia multipla a Meloidogyne incognita e M. paranaensis.

2. Trés mecanismos de resisténcia foram observados no café Conilon Clone 14, um inicial durante a migragdo dos J2
nas células corticais, com nitidas RH e morte celular, impedindo a migracdo do J2; e outros dois, mais tardios: o
primeiro com morte celular muito intensa ao redor de fémeas jovens e sitios de alimentagdo; e o segundo, com
vacuolizagdo e degeneragao citoplasmatica interna das células gigantes.

Tabela 1. Valores médios de massa fresca radicular (MFR), indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO) e
fator de reprodugdo (FR) de Meloidogyne incognita raga 3 e M. paranaensis em clones de Coffea canephora do grupo
Conilon.

M. incognita raca 3 (Est 12) M. paranaensis (Est P1)
Genotipo MFR IG * IMO* | FR/Reagdo** MFR 1G* IMO* FR/Reagao**
Catuai
vermelho
IAC 81 443 4,9 4,8 36,2 S 46,2 4,5 5,0 3258
Clone14 | 40,6 2,2 0,5 0,28R 43,0 2,2 0,0 035 R
Clone 22 56,1 3.4 4,7 84S 38,4 3,28 4,71 18,05 S

*Indice de galhas e massas de ovos conforme a escala de notas descrita por Hartman & Sasser (1985). 0= auséncia de
galhas ou massas de ovos, 1= 1-2 galhas ou massas de ovos, 2= 3-10, 3= 11-30, 4= 31-100,5= acima de 100 galhas ou
massas de ovos.

**Reagoes de resisténcia de acordo com Oostenbrink, 1966: FR<1,0 - R=Resistente ¢ FR>1,0 - S=Suscetivel.
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Figura 1. A — Seg¢des de raizes de Coffea canephora Conilon clone 22 (susceptivel) inoculadas com Meloidogyne
paranaensis. A, B: J2s penetrando e ja localizados no cilindro vascular; C, D: formagdo de fémeas jovens ao lado de
células gigantes em formacdo; E, F: fémeas jovens ou adultas ao lado de células gigante. N=nematoide, co=cortex,
vc=vasos condutores, gc=c¢lula gigante.
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Figura 2: A — Segdes de raizes de Coffea canephora clone 14 (resistente) inoculadas com Meloidogyne paranaensis. A,
B: J2s penetrando, morte celular e reagdo de hipersensibilidade no cértex; C: formagdo de fémeas jovens ao lado de
células gigantes em formagdo; D: células gigantes vacuolizadas; E, F: fémeas jovens ao lado de células gigante
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degradadas e morte celular ou hr circundando ambas N=nematoide, cd=morte celular; hr=reacao de hipersensibilidade,
ge=célula gigante, vc=vacuolo, o=ovarios.
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